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Recenzja rozprawy doktorskiej
Pani magister inzynier Arniki Przybylskiej
»Mechanizmy obronne kukurydzy zwyczajnej (Zea mays L.) zainfekowanej
nicieniem Meloidogyne arenaria”

Obecnos¢ 1 aktywno$¢ réznego rodzaju patogendw roslin stanowi od poczatku historii
prowadzenia upraw przez cztowieka zagrozenie dla jakosci i wielkosci zbiorow. Wsrdd szeregu
organizmoéw patogennych (prokariotycznych i eukariotycznych) nicienie sg wazng grupa
zmniejszajgcg wysoko$¢ plonéw. Wsrdd nich, rodzaj Meloidogyne czyli guzaki, jest
rozpowszechniony wsrdd roslin w réznych strefach klimatycznych, a jego szeroki zakres
gatunkowy gospodarzy sprawia, ze w punktu widzenia rolnictwa i upraw eksperymentalnych
nicienie te stanowia bardzo istotng grupe patogendw, powodujgc uszkodzenia korzeni i
zaburzenia wzrostu roslin. Sposrdd tego rodzaju, Meloidogyne arenaria odgrywa wazna role
jako patogen rodlin stref klimatu cieptego, stwarzajgc zagrozenie dla upraw szklarniowych w
Polsce, jednakze stopniowe znaczace ocieplanie klimatu powoduje przesuwanie sie zasiegu
tych patogenéw na péinoc, co sprawia, ze moga one pojawiaC sie coraz czesciej wsrod
typowych upraw polowych. Szeroki zakres gospodarzy sprawia, ze nicien ten moze by¢
powaznym zagrozeniem upraw, atakujac zardwno rosliny jedno- jak i dwuliscienne. O ile
wiedza na temat oddzialywan nicien-gospodarz jest do$¢ obszerna w odniesieniu do roslin
dwulisciennych, to na temat mechanizméw obronnych roslin jednolisciennych przed atakiem
Meloidogyne wiedza jest mocno ograniczona, a badania prowadzono dotychczas giownie na
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oddziatywan nicienia M. arenaria na innego modelowego przedstawiciela Monocotyledones,
jakim jest kukurydza Zea mays, uwazam za bardzo uzasadniony zaréwno dla rozwoju wiedzy
podstawowej o mechanizmach obronnych ro$lin jak i dla przysztego opracowywania
mozliwosci zapobiegania infekcjom przez pasozyty. Przedstawiona do recenzji rozprawa
doktorska Pani Przybylskiej zostata wykonana w Zaktadzie Biologii Molekulamej i
Biotechnologii Instytutu Ochrony Roslin — Panstwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu,
pod opiekg Pani Promotor, dr hab. Aleksandry Obrepalskiej-Steplowskiej, prof. IOR-PIB.
Zesp6t Pani Profesor od lat zajmuje sie zagadnieniami zwigzanymi z molekularnymi
mechanizmami interakcji migdzy rosling a réznego rodzaju patogenami oraz rozwojem
odpornosci roslin na patogeny. Dzieki temu Doktorantka mogta w pelni skorzysta¢ z bardzo
bogatego doswiadczenia i zaplecza wiedzy i metodologii zespotu Pani Profesor, co
zaowocowato bardzo dobra pracg doktorska.

Rozprawa doktorska Pani mgr inz. Arniki Przybylskiej ma posta¢ zbioru
wieloautorskich publikacji: jednej przegladowej, trzech publikacji oryginalnych i manuskryptu,
ktory ukazat si¢ na platformie preprintowej BioRxiv. Prace te (poza preprintem) ukazaly sie w
migdzynarodowych, recenzowanych czasopismach z dziedziny, takich jak Plant and Soil,
Physiological and Molecular Plant Pathology i Molecular Biology Reports. Jednakze,
zalgczony w rozprawie jako 5 pozycja pre-print z BioRxiv nie moze zostaé uznany jako
rownocenny pozostalym pracom. Z uwagi na to, ze przewdd doktorski Pani mgr Przybylskiej
zostat otwarty w tzw. starym trybie, preprint nie spetnia wymogo6w ustawowych (gdzie zostato
wyszczegblnione, iz wszystkie artykuly musza by¢ opublikowane w czasopismach z listy
MEIN). Niemniej jednak pozostate 4 prac sg wystarczajace cennym dorobkiem naukowym, aby
rozprawa zostata oceniona pozytywnie. W rozprawie dotgczone zostato streszczenie w jezyku
polskim i angielskim i bardzo ciekawe omoéwienie uzyskanych wynikéw wraz z
podsumowaniem. Taka forma rozprawy doktorskiej, w postaci zbioru prac taczonych jedna
linig tematyczng, jest zgodna z wymogami zawartymi w ustawie o tytule naukowym i stopniach
naukowych oraz tytule i stopniach naukowych w zakresie sztuki. Jest tam okreslone, ze
rozprawa doktorska moze stanowi¢ wyodrgbniong czg$¢ prac zbiorowych o ile zostat
odpowiednio wykazany wktad kandydata w powstanie prac, co dotyczy zaréwno czesci
koncepcyjnej i zatozen pracy, jak i uzyskania wynikdw, ich opracowania, przedstawienia i
przedyskutowania. Do oceny wktadu doktoranta stuza odpowiednie o$wiadczenia samego
kandydata oraz wspdtautoréw prac. W przedstawionej rozprawie zawarto wlasciwe
oswiadczenia, ponadto, w kilku z prezentowanych prac znajduje sie punkt Authors Contribution
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iz Doktorantka jest pierwszym autorem we wszystkich zalaczonych pracach. To, wraz z
o$wiadczeniami wskazuje jednoznacznie na kluczows role, jaka Pani Przybylska petnita w
czasie pracy nad tymi publikacjami. Rola ta polegata miedzy innymi na opracowaniu hipotez
badawczych, planowaniu eksperymentéw, opracowywaniu danych, przygotowaniu i
redagowaniu manuskryptu. Na podstawie przedstawionej dokumentacji mozna bez watpienia
stwierdzi¢, ze wymogi formalne stawiane pracom doktorskim prezentowanym jako cykl
publikacji zostaty spetnione. Warto tu podkresli¢, ze o znaczeniu prezentowanych wynikéw
swiadezy fakt, ze przeszly juz one etap oceny recenzenckiej, ktéra jak wiadomo jest doktadna
1 skrupulatna.

Celem badan przedstawionych w rozprawie doktorskiej Pani mgr inz. Arniki
Przybylskiej byto poznanie mechanizméw molekularnych proceséw indukowanych w roslinie
podczas infekcji nicieniem. Modelowym ukltadem byta kukurydza oraz guzak arachidowy, z
uwagi na znaczenie gospodarcze upraw kukurydzy na $wiecie oraz rozpowszechnienie zakazen
tym nicieniem. Ponadto, kukurydza jest takze dobrze poznanym modelem badawczym, o
poznanej genetyce i szerokim warsztacie metod. W swojej pracy Doktorantka sformutowata
szereg dobrze przemySlanych i ciekawych hipotez badawczych dotyczacych znaczenia
wezesnych etapow infekeji kukurydzy przez nicienia dla dalszych etapow rOZWOoju pasozyta w
organizmie roslinnym, szczegélnie na poziomie molekularnym, a mianowicie zmian w
ekspresji kluczowych genéw regulatorowych i efektorowych. Hipotezy dotyczyly takze biatek
wytwarzanych i wydzielanych przez M. arenaria w celu przetamania obrony gospodarza. W
celu zweryfikowania tych hipotez zostaty sformutowane cele szczegbtowe rozprawy, gdzie
migdzy innymi zaplanowano zbadanie poziomu ekspresji genéw odmian kukurydzy
charakteryzujacych si¢ r6zng wrazliwoscia na nicienia podczas infekcji, charakterystyke biatek
efektorowych M. arenaria zwigzanych z infekcja rosliny, analize oddziatywania tych biatek z
celami komoérkowymi u kukurydzy. Wszystkie cele, zardwno ogdlny, jak i szczegodlowe,
zostaly osiagnigte zadowalajgco w rozprawie. W sktad rozprawy wchodzg bardzo aktualne
publikacje, z lat 2018-2023, co $wiadczy o ich znaczeniu i wplywie na dziedzine wiedzy.

Ciekawg pozycja wsréd tych prac jest publikacja przegladowa (dwuautorska), ktéra
ukazata si¢ w Plant and Soil w 2020 roku. Praca ta w interesujgcy sposob przedstawia i
podsumowuje aktualny stan wiedzy na temat odpowiedzi obronnej roslin podczas infekcji
réznymi gatunkami nicieni z rodzaju Meloidogyne. Przedstawione i poréwnane zostaty szlaki
uruchomiane podczas infekcji u roslin jedno- i dwulisciennych, a takze uwage poswiecono
biatkom efektorowym guzakéw, wykorzystywanych przez nicienie do zwiekszania szansy na

skuteczng infekcje roslin. Publikacja ta stanowi ciekawe i pomocne wprowadzenie w tematyke

3



dalszych, eksperymentalnych prac zawartych w rozprawie, przedstawia takze istotno$é badan
nad interakcjami patogen-gospodarz na modelu niciefi-roslina. W kolejnej publikacji, ktora
ukazata si¢ w Physiological and Molecular Plant Pathology (2018) przedstawiona zostata
analiza zmian w ekspresji genéw kukurydzy podczas infekcji guzakiem arachidowym.
Podstawg tych badan stanowity wyselekcjonowane w tej pracy odmiany kukurydzy o réznym
stopniu wrazliwosci na M. arenaria. Badania prowadzono in planta, a proby pobierane w
punktach czasowych po infekcji byly analizowane z wykorzystaniem metody RT-PCR.
Najistotniejszym wnioskiem wynikajacym z tej pracy jest zaobserwowanie réznic w ekspresji
gendw zwigzanych z odpowiedzig na atak patogenu (z grupy PR) zaréwno w czasie po infekcji,
Jak 1w zwigzku z dang odmiang kukurydzy o réznej wrazliwosci na nicienia. Wykazano takze
istotng role szlakéw sygnalowych zwigzanych z kwasem jasmonowym i salicylowym na
wezesnym etapie infekcji —u roélin wrazliwych szlaki te byly istotnie hamowane. Kolejna praca
w cyklu, opublikowana w Molecular Biology Reports w 2021 roku, przedstawiala
charakterystyke zmian w ekspresji specyficznych genéw kukurydzy — kodujacych czynniki
transkrypcyjne, oraz zwigzanych z modyfikacjami $ciany komérkowej roslin. Badania te byty
bardzo wazne, gdyz jak wiadomo z doniesien dotyczacych innych gospodarzy roslinnych,
nicien jest w stanie na poziomie molekularnym przeprogramowa¢ ekspresje istotnych genéw
roslinnych. Zmiany te (m. in. powstawania w korzeniach roslin komérek olbrzymich) maja
ulatwia¢ pasozytowi przeprowadzenie swojego cyklu rozwojowego w komérkach roslinnych.
Do badan wybrano na podstawie wezesniejszych danych geny kodujace regulatory transkrypcji
EFlam EF1b i WRKYS53 oraz biatka zwigzane ze zmianami w $cianie komorkowej — bogate w
glicyng biatko wigzagce RNA (GRP) i poligalakturonaze. Tu nasuwa sie pytanie — czy taki
arbitralny wybér genéw na podstawie danych pochodzacych z innych roélin i innych
stresOw nie ograniczyl mozliwosci odkrycia innych szlakéw, na ktore wplywa i modyfikuje
infekcja przez guzaka arachidowego? Waznym wynikiem uzyskanym w tej pracy jest
stwierdzenie zmian w ekspresji genu EF1b w zaleznosci od czasu po infekcji w réznych
czgsciach roslin, zmiany te zalezaly takze od wrazliwosci kukurydzy na guzaka. Ponadto,
zauwazono zmiang w ekspresji genu kodujgcego biatko GRP, zwigzanego z modyfikacja $ciany
komorkowej w odpowiedzi na roznego rodzaju stresy, co wskazuje na udziat tego bialka i
odpowiednich szlakéw w obronie przed infekcjg. Wazng czescig badan byly poszukiwania
biatka efektorowego nicienia (publikacja 4, Plant and Soil, 2023). Biatko takie jest bardzo
waznym elementem efektywnej infekcji przez nicienia i jego szczegbtowa charakterystyka
moze stanowi¢ podstawe do opracowania strategii zapobiegania zakazeniom tym patogenem.

Analiza podobienstwa potencjalnych efektoréw u innego przedstawiciela rodzaju Meloidogyne
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wskazala na potencjalne biatko MaMsp4. Zbadanie ekspresji tego biatka w réznych stadiach
rozwojowych nicienia wykazalo najwyzszy poziom w stadium inwazyjnym J2. Bardzo
istotnym wynikiem zaprezentowanym w tej pracy bylo okreslenie partnerow biatkowych z
strony kukurydzy, z ktérymi biatko efektorowe nicienia moze oddzialywaé. Metodami
immunochemicznymi jak i mikroskopowymi wskazano na biatka zwigzane z modyfikacjami
Sciany komdrkowej rodliny jak i uczestniczace w jej mechanizmach obronnych, co okresla
drogi oddzialywania patogenu na gospodarza — ostabianie jego systemOw obronnych i zmiane
ksztaltu i organizacji komérki w celu wytworzenia przestrzeni do rozZwoju nicienia.

Podsumowujgc, wyniki przedstawione w rozprawie stanowia bardzo cenny wkiad w
poznanie molekularnych mechanizméw obronnych roslin przed patogenami. Warte
podkreslenia jest takze to, ze badania prowadzone w ramach doktoratu byly finansowane m.in.
przez projekt NCN, ktérego Pani Przybylska byla kierownikiem — uzyskanie wiasnego
finansowania badan jest bardzo cenna umiejetnoscia w obecnym naukowym $wiecie.

Do uzyskania wynikéw przedstawionych w rozprawie zastosowano szereg
interesujgcych i zaawansowanych metod zaréwno do$wiadczen in planta w czasie infekcji
nicieniem, metod molekularnych pomiaru ekspresji genéw (RT-PCR wraz z analiza
statystyczng), drozdzowy system dwuhybrydowy, nadekspresji genéw w komérkach tytoniu z
wykorzystaniem posrednika bakteryjnego, immunokoprecypitacje, analize komorkowe;j
lokalizacji biatek metodami mikroskopowymi. Ten bogaty zestaw metod sprawia, ze wyniki
przedstawione w rozprawie maja wysoka warto$é naukowa.

W rozprawie zwraca uwage bardzo dobrze przygotowane wprowadzenie oraz opis
wynikow, gdzie przystepnie i interesujaco przedstawiono zardéwno model badawczy, jak i
istotno$¢ prowadzonych badan, sformutowane zostaly hipotezy i cele badawcze, opisane
zostaty metody oraz wyniki prezentowane w poszczegdlnych publikacjach. Swiadczy to o
dojrzatosci naukowej Doktorantki i wskazuje na jedng ciekawa lini¢ badawcza, jakiej
podporzadkowane sa prace skladajace sie na rozprawe.

Tak jak wspomniatam wczesniej przy ocenie formalnej rozprawy, preprint z BioRxiv
nie mogt zosta¢ wzigty pod uwage z przyczyn ustawowych, niemniej jednak przeczytatam go
z zainteresowaniem, jako ze uzupetiat wiedze na temat mechanizméw obronnych kukurydzy.
Chciatabym wyrazi¢ nadzieje, iz praca ta zostanie wkrétce opublikowana w czasopi$mie typu
peer-review. I réwniez, jak juz wczesniej napisatam, ograniczenie sie do oceny 4 prac
przedstawionych w rozprawie nie zmniejsza wartosci naukowej pracy doktorskiej mgr inz.

Arniki Przybylskiej.



Chciatabym poprosi¢ Doktorantke o odpowiedz podczas obrony na nastepujgce pytania,

jakie nasunely sie podczas czytania rozprawy:

o Jakie s3 genetyczne lub biochemiczne podstawy specjalizacji w wyborze
gospodarza u nicieni?

e Czy mozna realnie oceni¢ u nicienia szybko$¢ mutacji, ktére moglyby
przystosowa¢ go do omijania systeméw obronnych atakowanej rosliny? Czy
istnieje molekularny ,,wy$cig zbrojed” na poziomie roslina-nicien?

e Czy infekcje nicieniami, jako czynnik stresowy, mogg prowadzi¢ do wzrostu
poziomu nietypowego nukleotydu, ppGpp, w komédrkach roslin?

° Jaka jest podstawa wyboru okreslonych genow referencyjnych dla badan zmian
w ekspresji genéw u kukurydzy?

e Czym r6znig sie odmiany kukurydzy odporne i wrazliwe na nicienia, poza
samym procesem infekcji, czy maja podobne tempo wzrostu, a co za tym idzie,

czy mozna by wprowadzi¢ do upraw na duza skal¢ wiasnie te odmiany?

Podsumowujac te recenzje stwierdzam, ze przedstawiona rozprawa doktorska spelnia
wymogi formalne stawiane Kandydatom do stopnia doktora, zawarte w art. 187 Ustawy z
dnia 20 lipca 2018 r. Prawo o szkolnictwie Wyzszym i nauce, tekst jednolity: Dz.U. z 2021 r.
poz. 478. Rozprawa stanowi znaczace osiggnigcie naukowe, poszerzajace wiedze na temat
interakcji migdzy patogenem a gospodarzem, a w szczeg6lnosci przynoszacym istotng wiedze
o funkcjonowaniu mechanizméw obronnych przed nicieniami u kukurydzy. Badania te Y]
istotne zaréwno dla wiedzy podstawowe;j jak i aplikacyjnej, co wskazuje na ich wysoka
warto$¢. Rozprawa zostala wykonana z zastosowaniem najnowszych metod biologii
molekularnej, a jej wyniki zostaly zaprezentowane w ostatnich latach w liczacych sie
czasopismach z dziedziny. W zwigzku z tym zwracam si¢ do Rady Naukowej Instytutu
Ochrony Roslin — Pafistwowego Instytutu Badawczego w Poznaniu o dopuszczenie Pani mgr
inz. Arniki Przybylskiej do dalszych etapow przewodu doktorskiego. Z uwagi na wysokie
znaczenie naukowe prezentowanej rozprawy, Wnosze rOwniez o nagrodzenie jej stosownym

wyroznieniem.
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